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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(g) Mittel zum nichtviralen Transfer von DNS in eukaryotische Zellen 
@ Die Erfindung betrifft ein Mittel zum Transfer von 

Fremd-DNS (Desoxyribonukleinsaure) in eukaryotische 

Zellen, seine Herstellung und Verwendung. Anwendungs- 

gebiete der Erfindung sind die Medizin, Biologie, Land- 

wirtschaft und die pharmazeuttsche Industrie. 

Ziei der Erfindung ist die Entwicklung eines Systems zum 

nichtviralen Transfer von DNS in eukaryotische Zellen auf 

der Basis einer Verbesserung des Transmembrantrans- 

porles des DNA-Komplexes in das Zytosol det Zelle. 

Die erfindungsgemafSe Losung dieser Aufgabe isl ein Mit- 
tel zum nichtviralen Transfer von DNS in eukaryotische 

Zellen, das in liposomaler Form vorliegt und aus Zetl- 

membran-aktiven Alkylphospholipiden undweiteren am- 

phiphilen Substanzen besteht. 
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Viir cine crfolgrcichc CJcnihcrjpic isi cine ciTeklivc und 
sichcrc Hinschleusung von Pbsniidcn. Aniisensc-Oligonu- 
clcolidcn, Riboxynicn olcrandcrcr Nucleinsaurcsequcnzcn 5 
in die jcweiligcn Ziclzcllen cine wescntlichc Voraussctzung. 
Zur Einschleusung dieser Panikel wcrden Vbktorcn vcruen- 
dcl. Virale Veklorcn ergeben Sicherhcilsproblenic, fiihren zu 
ininiunologischcn Abwchrrcakiionen, ihrc Hersiellung isl 
aufwendig. Vekloren auf dcr Grundlage von Lipiden haben 10 
die Nachleilc einer oftnials unbetriedigenden Transfeki ions- 
rale (l.asic und Rufl; Medical Appliclions of Uposoines. 
Eds. Lasic u. Papahadjopoulos, Elsevier, 1998 353-370' 
US 5.891,714; US 5,661,018; US 5,585.479; Ab09'>']9o' 
WO 9405624). ' 15 

Alkylphospholipide (APL) sind biologisch akiive Lipide. 
Ihre Wirkung ist vornehijilich gegen die Zellnicnibran ge- 
nchtct, sic niodifizicrcn die Rigidiiiil der Zellnicnibran, bc- 
einflusscn dercn Phospholipidniciabolisinus und inlerferie- 
rcn luit nienibranstandigcn Kinasen (Alkyi-phosphocholi- 20 
nes: An update. Drugs of Today, Vol. 34, Suppl. F, 1 998). 

Ziel derErfindung isl die Ent wick] ung ei nes Systems zum 
nichtviralen Transfer von DNS in eukaryotische Zellen auf 
der Basis von Verbindungen, die den Transmembrantrans- 
port des DNS-Komplexes in die Zellc begunsiigen und da- 25 
mil eine hohe Transfeki ionseffizienz bewirken. 

Die Losung dieser Aufgabe ist ein Mittel zum nichtvira- 
len Transfer von DNS in eukaryotische Zellen, das in liposo- 
inaler Form vorliegt und aus Zclliiieinbran-akiiven Alkylp- 
hospholipiden und weiteren ainphiphilen Substanzen be- 30 
sleht. Das Millel wird geniaB Anspruch 1 realisiert, die Un- 
teranspriiche sind Vorzugsvarianien. 

Ini ejnzelnen ist das erfinduiigsgeniaBe Mittel durch fol- 
gende Zusammensetzung charakterisiert: 

- ein Alkylphospholipid (APL) 

- ein wei teres Lipid niit vorzugsweise posi liver La- 
dung 

- ein DNS-Vektorkonstruki 

- ggf. Dioleylphosphoeihanolaniin (DOPE) 40 

- ggf. Cholesterol (CH) 

- ggf. weitere in der Liposonienherstellung iibliche 
Hilfs- und Zusatzstoffe, wie Puffer und Antioxydan- 
tien. 



heicrogen mil Liposontendurchniesscr bis 1 pm und cineni 
Polydi.spcrsitaisindcx (Pf) von bis zu 0,9 (Dynaniischc 
Lichisircuungsniessung, Dl^S). 

Fine honiogene 7-i|»;onienpopulalion mil klcincn Diirch- 
ines.sern (LUV) wird criiallcn. wcnn die MLVduch Polykar- 
bonalfillcr, Porcndurchiiicsscr 200 nm mil eincin Liposo- 
3'asl Basis-Sysieiii (Avcstin, Inc. Ottawa, Canada) 19x iiial 
extmdien wcrden. Es wird cine uniiiiodale UroBcnvcnei- 
lunguin 200 nm mil einem Polydispersitaisindex klciner03 
bei der DLS crhalien. 

Der Gehah an Lipid wird miitels HPTI.C kontrollieri und 
es werden clwa 90% der Ausgangsinenge erhaltcn. 

Beispiel 2 

Eine Losung von 0,41 mg Hexadecylphosphocholin 
(HPC, 1 pmol); 0,387 mg Cholesterol (CH, I pmol) 
1,26 mg DDAB, (2pmol) und 0,74 mg DOPE (1 Hn.ol) in 
Chlorofonn/Mel Hanoi (5 ml; 7/3; v/v) wird entsprechcnd 
Beispiel 1 zu MLV-Hers tell ung verwendet. Die MLV wer- 
den dann gegebcnfalls weiter zu kleinen Vesikeln (LUV) ex- 
trudieri. Die so erhallenen Liposomen werden fur die Lipo- 
plexbildung cingesetzt. 

Beispiel 3 

Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0.076 mg 
TPC: (0.2 pmol), OJ93 mg CH (O^pmol), 2.52 mg DDAB 
(4pmol) und 0,74 mg DOPE (1 pmol) hergestellt und als 
MLV Oder LUV fiirdie Lipoplexbildung eingesetzt. 

Beispiel 4 

Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0,076 mg 
TPC (1 pmol), 0.39 mg CTiolesterol (CT^, I pmol), 2,52 mg 
DDAB (4 pniol) und 0,74 mg Dioleylphosphoethanolamin 
(DOPE, 1 pniol) hergeslellt und als MLV oder LUV fiir die 
Lipoplexbildung eingesetzt. 

Beispiel 5 



45 

Das erfindungsgemaBe Mittel zum Gentiansfer ist in sei- 
ner Transfekdonseffizienz bis zu 300% wirksamer im Ver- 
gleich zum allgemein verwendeten liposomalen Transfekti- 
onsreagenz Lipofektin, wobei die Toxizital gegen die Ziel- 
zellen verringert ist und dieses Mittel aus phannazeulisch 50 
gepriifien Bestandieilen herslellbar ist. 



Beispiele ^' 

Beispiel 1 55 

0,076 mg Teu^decylphosphocholin (TPC, 0,2puiol); 
2,52 mg Diocladecyl-dimethylamin (DDAB, 4 ^Jmol) und 
0,74 mg Dioleylphosphoethanolamin (DOPE, 1 pmol) wer- 
den in 5 ml Chlorofonn/Methanol (7/3; v/v) gelosL, und 
dann das Losungsmittel am Rotationsverdanipfer vollslan- 
dig abgedacipft. Der erhaltene, fein verteilte Lipidfilm wird 
niit 1 ml einer 5%igen Suchroselosung resuspendieri, nach 
Zugabe von einigen Glasperlen mindestens 3 Stunden bei 
Raunilcmpcratur auf dcr Schiiitclmaschinc intcnsiv bcwcgt. 65 
Es werden muliischichUge Vesikel (MLV) erhalten, die di- 
rect fiir die Lipoplexbildung eingesetzt werden konnen. Die 
Liposontensuspension ist in ihrer GroBenzusainmensetzung 



Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0.076 mg 
TPC (0,2 ^imol), 0,38 mg Cholesterol (CH, 1 pmol), 
L26 mg DDAB, (2 piiiol) und 0,74 mg DOPE (1 iimol) her- 
gestellt und als MLV oder LUV fur die Lipoplexbildung ein- 
gesetzt. 

Beispiel 6 

Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0,092 mg 
Octadecyl-(N,N-diemthylpiperidin-4-yl)-phosphat (OPP 
Ipmol), 1.89 mg DDAB, (3 pmoO und 0,74 mg DOPE 
(1 pmol) hergestellt und als MLV oder SUV fur die Lipo- 
plexbildung eingesetzt. 

Beispiel 7 

Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0,076 mg 
TPC (0,2pmol), 0,193 mg Cholesterol (CH, 0,5 pmol), 
60 2,52 mg DDAB, (4 nmol) und 0,74 mg N-[l-(-2,3-DioIey- 
Ioxy)propylJ-N,N,N-iriineLhylammoniummethylsul fat (DO- 
TAP; 1 pmol) hei^estelli und als MLV oder SUV fur die Li- 
poplexbildung eingesetzt. 



Beispiel 8 

Liposomen werden entsprechcnd Beispiel 1 aus 0.435 mg 
Octadecenylphosphocholin (OePC, 1 Miitol), 1,89 mg 
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DDAIJ (3 pniol) und 0.744 nij^ DOPli (1 pniol) hcrgesiclli 
und iils MLV (xici SUV t lir <]ic T.ipoplcxbildung cingcscl/.l. 

licispicl <; 

Lipoiomen wcrdcn cnlsprcchcnd i id spiel 1 a us 0.41 iiig 
mix: (1 umol), 0,38 iiig Cholcslcrol (CH, J fjinol), 2.23 mg 
DOIA]^ (3 pniol) und 0,74 mg \)OVLi (I pniol) hcrgcsiclli 
und als lAl.V odcr SUV iur die T.ipc^plcxbildung eingeselzi. 

Bei spiel 10 

Liposonien wcrdcn entsprcchcnd licispicl 5 aus 0,38 mg 
TPC' (1 pmol), 0,39 mg Cholesterol (Cl\, 1 pmol), 1.26 mg 
DDAB, (2 pmol), 0,74 ing DOPE (1 pinol) und zusatzlich 
noch mil 1,38 mg N-(0-methyl-pv:)lyelhylenglycyl)-K2-dis- 
tearyl-s.n-glycero3-phosphocthanolamin (PEG7oooE)yPE; 
0,5 iin\o\) hcrgcsiclli und als MLV odor SUV fur die Lipo- 
plexbildung eingesetyj. 

Beispiel 11 

Lipoplexe werden aus den Liposomen der Beispiel 1-10 
und dcni genelischen Material wie folgt erh alien: die Lipo- 
somen werden niit Dulbeccos MEM Medium ohnc Serum 
so verdiinnl, daB in 190^1 Medium i?^wischen 2,5- 0,5 pg 
Gcsantlipid enthallen sind. Das Plasmid pSV40^-Gal, wel- 
ches als Reporlergen ^-Galaktosidase Iragu wird ebenfalls 
verdunnt, so daCt Konzenlralionen von 2 bis 0,06;jg/10pl 
erhalten werden. Diese 10 pi Plasmidlosungen werden zu 
den Liposomen verdunnungen gegeben, kurz geschiiUelt und 
fiir 45 Minuien zur Ausreifung bci Raumlemperatur stehen 
gelassen. 

Beispiel 12 
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Zur Transfeklion mil den im Beispiel 11 beschriebenen 
Lipoplcxcn werden Tumorzellen (z. B. die humanen Kolon- 
karzinom-Zellinien HCT 116 (Brat lain, M. G., et. al. Cancer 
Res. 41 (1981): 1751-1756) and HCT 15 (Iwahashi, X, et. 40 
al. 1991; 11 (1991): 1309-1312) eingeselzi. Die Zell en wer- 
den in einer Dichte von 2 x 1 0* ZcUen/well in cine Microti- 
terplatte eingesat und Ober Nachi zuin Anheften bei 37**C 
und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Dann werden die 
Zellen mil serumfreien DMEM gewaschen und danach je- 45 
weils 2(X)pl der Lipoplex-Losungen mil den individuellen 
Kombinalionen zwischen kationischem Liposom 
(2,5-0,5 Hg) und Plasmid (2-0.06 mg) in jeweils 3 wells pi- 
pel lien. 

Nach 4 Stunden werden 100 pi Medium mil 30% folalem 50 
Kalberserum zugeben, um die Zellen fiir weilere 44 Stunden 
unter Normalbedingungen wachsen zu lassen. 

Nach dieser Z&it wird der Ubersland von den Zellen enl- 
fernl und 200 pi einer Losung von o-Nilrophenyl-^-D-ga- 
lactopyranosid (ONPG; 1 iiig/ml; Lim, K. and Chae, CB, 55 
Biotechniques 7: 576-579; ) zu jedem well gegeben. Als 
MaB der Transfekiionswirksanikeit wird die Akti vital der 
Galaktosidase anhand der gebildelen Menge an Nitrophe- 
nylderivat mil einem Photospcklrometer bei 405 nm zu ver- 
schiedenen Zeitpunklen wahrend der folgenden 6 Slundcn 60 
gemessen. Die gemesscnc oplischc Dichte wird mit einem 
Kontrollwert, der mit Kon troll -Li poplexen aus Lipofektin 
(2pg/weM) und dem pSV40 ^-Gal Plasmid, (1 pg je well) 
unler gleichen Bcdingungcn auf der gleichen Platle erhalten 
wurdc, korrclicrt, Es wcrdcn Transfcklionsslcigcrungcn von 65 
bis zu 300% im Vergleich zu Lipofektin in Abhangigkcit 
von der Liposomenzusanmienselzung. der Mischung zwi- 
schen Liposom und Plasmid und von der Zellinic erhalten. 



die fiir die Bcispicic 1 5 im Kild 1 dargcsiclli sind. 

Palcnlansprtichc 

1 . Miltcl zum Transfer von DNS in eukaryptischc Zel- 
len auf Liposomcnbasis enlhallcnd: 

- ein A I kyi phospholipid (A PL) 

cin wcilercs Lipid mit vorzugsweisc posi liver 
Ladung 

- ein DNS-Veklorkonstrukl 

- ggf. Diolcylphosphoclhanolamin (DOPE) 

- ggf. ('holcslcrol (C:il) 

- weitere in der Liposomenherstcllung ublichc 
Hilts- und Zusalxsioffe, wie Puffer und Aniiox- 
ydanticn. 

2. Millel nach Anspruch 1, dadurch gckennzeichnct, 
daB als Allcylphospholipid Verbindungcn der allgc- 
jncincn Slruktur I cingcsclzt wcrdcn, Strukiurl: 

R-Y-P-X 

wobei bcdculcn: 

R: eincn Alkyl-, Alkenyl-, oder Alkinylrest ntit 12 bis 
22 C-Alomcn 

Y: Sauerslofl', Schwefel oder O-I2 
P: Phosphat CP02) 

X: C^holin-, Serin- oder Elhanolaminresle, bzw. von ih- 
ncn abgclciiete Deri vale. 

bevorzugl Tetradecylphosphocholin, Hexadecylp- 
hosphocholin, Octadecylphosphocholin, Erucylp- 
hosphocholin, sowie die entsprechendcn Serine und 
Phosphoethanolaniine, insbesondere Ociadecyl-(N,N 
diniell)ylpiperidino-4yl)phosphal (OPP) und seine Ab- 
konimlinge. 

3. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnef, 
daB als Lipidc mil positiver Ladung (kat ionise he Li- 
pide) N-|l-(-l,3-Dioleoyloxy)propylJ-N,N,N-trimc- 
Ihylammoniuinsulfat, (DOTAP), Dioctadecyl-dime- 
thylamin Monobromid (DDAB), 13-Dioleoyloxy-2- 
(6-carboxy-spemiyI)-propylamid (DOSPA) oder an- 
dere anatogc Verbindungcn eingcsetzl werden. 

4. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Verhallnis APL: (Kationisches) Lipid: DOPE: 
CH 0,1-1 : 0,2-4 : 0,0-4 : 0-3 belragt. 

5. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Gewichtsverhaltnis von Gesamtlipid zu 
Fremd-DNS 1-10: 1 betragt. 
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Transfektion von Kolonkarzinomzellen mit Lipoplexeo aus Alkylphospholipid- 
Liposomen und dem Plasmid pSVfi-Gal 
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Lipoplex 

(aus Beispiel 1-5) 

Die Lipoplexe 1-5 wurden aus LUV und dem Plasmid wie im Beispiel 11 beschrieben 
hergestellt und ent5q>rechend Beispiel 12 mil den Zellen fur 48 Stunden inkubiert, 
Angegeben sind die Transfektionssteigerungen im Vergleich zum als KontroUe 
mitgemhrteo Lipofektin-Komplex auf der Basis der jeweils besten erreichten Werte, 
Dargestellt sind die MittelwCTte aus mindesteas 3 individuellen Experimenten, die jeweils 
als 3-fach-Bestimmung ausgefuhrt wurden. 
Schraffierte Balken: HCT 116 Kolonkarzinomzellen 
Graue Balken HCT 15 Kolonkarzinomzellen 

Die durchgehende waagerechte Linie verdeutlicht den 100% Basiswert, der unter optimalen 
Bedingungen mit Lipofektin-Lipoplexen erfaalten wird. 
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